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Abstract of EP1 199560 

An electrochemical measurement cell combining 
an anode, a cathode, and leads with voltage- and 
current measurement instrumentation, with a 
redox mediator immobilized in the framework of a 
gel substrate, is new. 
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(54) Elektrochemische Messzelle zur Bestimmung der Zellzahl und Aktivitat von biologischen 
Systemen 



(57) Es wird eine elektrochemische Messzelle zur 
Bestimmung der Zellzahl und Aktivitat von biologischen 
System beschrieben, die mit einer Anode, einer Katho- 
de, deren elektrischen Ableitungen und mit Vorrichtun- 



gen zur Messung der Spannung und des Stromflusses 
ausgerustet ist, wobei das zu untersuchende biologi- 
sche System zusammen mit einem Redoxmediator in 
einem aus einem Gel bestehenden Tragergerust immo- 
bilisiert ist. 
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Beschreibung 

[0001] Gegenstand der Erfindung ist eine elektroche- 
mische Messzelle zur Bestimmung der Zellzahl und Ak- 
tivitat von biologischen Systemen, die beispielsweise in 
der Lebensmittelindustrie zur Uberwachung der Qualh 
tat von Starterkulturen eingesetzt werden kann. 
[0002] Eine Qualitatskontrolle der eingesetzten Star- 
terkuttur erfoigt sowohl beim Hersteller als auch beim 
Anwender meist in Form traditioneller Methoden der 
Keimzahlbestirnmungen zum Beispiel durch einen Plat- 
tentest, der jedoch ein Ergebnis erst mit mehrtatiger 
Verzogerung iiefert. 

[0003] Im Hinblick auf die Optimierung betrieblicher 
Produktionsablaufe stellte sich deshalb die Aufgabe, 
wesentlich schneller und effektiver als derzeit moglich 
Angaben zurTauglichkeitmikrobiellerKulturen zu erhal- 
ten. Dies gilt sowohl fur den Hersteller von Starterkultu- 
ren als auch fur den Anwender. 

[0004] Hinzu kommt, dass auch ein erhebliches Inter- 
esse an einer schnellen Messmethode zur Bestimmung 
der Qualitat von Lebensmitteln oder Lebensmittelkon- 
zentraten besteht. Die Vermehrung von Mirkoorganis- 
men in Lebensmitteln oder Lebensmittelkonzentraten 
fuhrt in der Regel zu QualitatseinbuBen durch Verande- 
rung von Geruch und Geschmack und den Verlust wert- 
gebender Inhaltsstoffe. Insbesondere fur weiterverar- 
beitende Betriebe ist es deshalb sehr wichtig, eine Aus- 
sage uber die Keimbelastung der in der Lebensmittelin- 
dustrie eingesetzten Grundstoffe zu erhalten, damit 
noch wahrend des Produktionsprozesses geeignete 
MaBnahmen ergriffen oder nach dem Erkennen einer 
Kontamination der Rohware diese erst gar nicht verar- 
beitet wird. 

[0005] Es sind bereits zahlreiche mikrobiologische 
Untersuchungsmethoden bekannt, die in der Lebens- 
mittelindustrie eingesetzt werden konnen. Eine Kontrol- 
le der Keimkonzentrationen kommerzieller mikrobiolo- 
gischer Starterkulturen erfoigt in der Regel uber Aus- 
plattieren auf geeigneten Nahrmedien nach entspre- 
chender Verdunnung des Ausgangspraparates. An- 
hand der sich nach einigen Tagen auf den Nahragar- 
platten entstehenden Kolonien kann die ursprungliche 
Keimkonzentration zuruckgerechnet werden. Andere 
Methoden wie das Zahlkammerverfahren oder eine 
photometrische/turbidimetrische Bestimmung fuhren 
schneller zu einem Ergebnis, jedoch kann mit diesen 
Verfahren nicht oder nur sehr beschrankt festgestellt 
werden, ob die zu untersuchende Probe tatsachlich le- 
bende, aktive Zellen enthalt. Auch konnen kleine Zell- 
zahlen mit diesen Techniken nicht bestimmt werden. 
[0006] Bei geringen Keimgehalten besteht die Mog- 
lichkeit, die Mikroorganismen auf einer Membran abzu- 
scheiden und eine mikroskopische Direktzahlmethode, 
zum Beispiel mittels Epifluoreszenz-Mikroskopie durch- 
zufuhren. Diese Methode fuhrt zwar zu schnellen Er- 
gebnissen, kann sich aberbislang nicht durchsetzen, da 
das Farbeverhalten der Mikroorganismen sowie die 



Auszahltechnik noch mit Schwierigkeiten behaftet sind. 
Eine Variante dieses Verfahrens besteht aus einem La- 
sersystem, welches eine Fittrationsmembran nach Inku- 
bation mit einem Fluoreszenzfarbstoff automatisch ab- 

5 rastert und vitale Keime identifiziert. 

[0007] Ein weiteres Verfahren, welches im Bereich 
der Lebensmittel-Qualitatskontrolle bereits zum Stand 
der Technik gehort (DIN 10195 zur Keimzahlbestim- 
mung in Milch) ist das Coulter-Counter- Verfahren. Das 

10 Coulter-Prinzip beruht auf einer Widerstandmessung. 
Durch eine sich in einem elektrischen Feld befindliche 
Kapillare flieBt ein definierter elektrischer Strom. Dieser 
Stromfluss verandert sich, wenn ein Partikel, zum Bei- 
spiel ein Mikroorganismus, die Kapillare passiert, da die 

*5 Leittahigkeit des Partikels sich von der des Elektrolyten 
unterscheidet. Die Anwendung dieser Methode ist im- 
merdann mit Schwierigkeiten verbunden, wenn sich ne- 
ben Mikroorganismen weiter Partikel im Flussigmedium 
befinden, die zu Falschsignaten fuhren konnen. 

20 [0008] Weiterhin steht als Schnellmethode das Biolu- 
mineszenz- Mess verfahren zur Verfugung. Dieses Ver- 
fahren hat sich bis jetzt allerdings nicht durchsetzen 
konnen. Die unterschiedlichen ATP-Gehalte und -Um- 
satzraten in Abhangigkeit von den jeweiligen Mikroor- 

25 ganismen sind zu unterschiedlich, so dass produktbe- 
zogene Eichkurven bzw. Kennlinien erarbeitet werden 
mussten. Fur Messungen von Keimbelastungen bei 
Rohwaren oder in abgefullten Getranken konnten mit 
dieser Methode keine befriedigenden Resultate erzielt 

30 werden; lediglich bei der Reinigung von Tanks und Lei- 
tungen in der Getrankeindustrie konnten Erfolge erzielt 
werden, da Differenzmessungen vor und nach den Rei- 
nigungsschritten eine Bewertung ermoglichten. 
[0009] SchiieBlich sind auch bereits immunbiologi- 

35 sche Verfahren zur Detektion und zur Bestimmung von 
Kontaminationskeimen entwickelt worden. Diese Ver- 
fahren werden so durchgefuhrt, dass polyklonale Anti- 
korper gegen verschiedene Stamme von Mikroorganis- 
men in einem ELISA-Test oder nach Bindung an eine 

^0 Quarzoberflache fur piezoelektrische Messungen ein- 
gesetzt werden. Der Nachteil dieser Testmethode ist 
darin zu sehen, dass nur die Mikroorganismen erfasst 
werden, gegen die die Antikorper gerichtet sind, wah- 
rend alle ubrigen unerkannt bleiben. 

45 [0010] AuBerdem ist auch schon die Detektion und 
Identifizierung von Mikroorganismen durch spezifische 
DNA-Sonden beschrieben worden. Hierbei werden Zel- 
len, die durch Filtration aus einer Probe abgetrennt wur- 
den, lysiert und deren DNA extrahiert. Die DNA wird mit- 

50 tels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert 
und schlieBlich uber Hybridisierungen mit bekannten 
DNA-Fragmenten bestimmten Mikroorganismen zuge- 
ordnet. Hierfur sind bereits Chiptechnologien beschrie- 
ben, mit deren Hilfe zeitgleich einige hundert Organis- 
es men identifiziert werden konnen. 

[0011] Als Nachteil dieser technisch sehr anspruchs- 
vollen Methode ist zu sehen, dass eine Unterscheidung 
zwischen lebenden und toten Zellen nicht vorgenom- 
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men werden kann. Weitemin ist eine Bestimmung der 
Anzahl von Zellen kaum moglich. Hinzu kommt, dass 
die Lyse von Mikroorganismen und die Freisetzung der 
DNA nicht bei alien Spezies in gleicher Weise erfolg- 
reich ist, wodurch es zu Falschaussagen kommen kann. 
SchlieBlich stellt die Extraktion und Isolierung von DNA 
einen arbeitsintensiven Prozessschritt dar, der hohe An- 
forderungen an die vorhandene Ausstattung und das 
durchfuhrende Personal stellt, die nicht bei alien An- 
wendern vorausgesetzt werden konnen. 
[001 2] Es sind auch bereits elektrochemische Verfah- 
ren zur Keimdetektion entwickelt worden. Bei der Qua- 
Irtatskontrolle von Lebensmitteln, insbesondere bei 
Milch, aberauch bei Fleisch, Gefliigel und Gemuse wer- 
den zur Beurteilung von mikrobiellen Kontaminationen 
Redoxfarbstoffe eingesetzt und die Zeitdauer des Far- 
bumschlages, der durch die mikrobiellen Dehydrogena- 
sen bewirkt wird, zur Bewertung herangezogen. Diese 
Methoden liefern nur grobe Richtwerte, sind jedoch fur 
erste orientierende Abschatzungen durchaus sinnvoll 
und praxisrelevant, da sie ein schnelles Ergebnis lie- 
fern. 

[0013] In mehreren Arbeiten wurden Versuche be- 
schrieben, die mikrobielle Reduktion von Redoxfarb- 
stoffen durch analytische Erfassung der reduzierten 
Form des Farbstoffe zu quantifizieren, um so eine ge- 
naue Aussage zur Beurteilung einer mikrobiellen Kon- 
tamination machen zu konnen. Neben optischen Metho- 
den wurden hierbei in der Vergangenheit auch elektro- 
chemische Methoden erprobt. Beispielsweise beschrie- 
ben britische Autoren bereits 19B9 die Moglbhkeit, ei- 
nen Mix verschiedener Redoxfarbstoffe einzusetzen, 
um mit elektrochemischem Messaufbau eine Kurzzeit- 
bestimmung von Mikroorganismen in Milch vorzuneh- 
men. Als problematisch stelltesich hierbei heraus, dass 
die eingesetzten Redoxfarbstoffe teilweise irreversibel 
an die Oberflachen der verwendeten Elektroden adsor- 
bierten und diese zunehmend inaktivierten. 
[0014] Daruber hinaus ist aus dem deutschen Ge- 
brauchsmuster 299 10 595.4 ein elektrochemischer 
Sensor zur Bestimmung der Anzahl und des physiolo- 
gischen Aktivitatszustandes von Enzymen, Zellen und 
Organismen, insbesondere Mirkoorganismen, bekannt, 
der eine Anode und eine Kathode sowie deren eiektri- 
sche Ableitungen enthalt, die uber einen auBeren 
Stromkreis mit einer Vorrichtung zur Messung der Span- 
nung oder des Stromflusses verbunden sind. Der Sen- 
sor ist dabei als eine Durchflusszelle mit einem kanal- 
formigen Reaktionsraum oder als eine allseitig ge- 
schlossene Zeile ausgestattet, in der die Untersu- 
chungsf lussigkeit in Bewegung gehalten wird. 
[0015] Es wurde nun gefunden, dass die Zellzahl und 
die Aktivitat von biologischen Systemen schnell und zu- 
verlassig durch eine elektrochemische Messzelle be- 
stimmt werden kann, die mit einer Anode, einer Katho- 
de, deren elektrischen Ableitungen und mit Vorrichtun- 
gen zur Messung der Spannung oder des Stromflusses 
ausgerustet ist und das zu untersuchende biologische 



System zusammen mit einem Redoxmediator in einem 
aus einem Gel bestehenden Tragergerust immobilisiert 
ist. 

[0016] Das zu untersuchende biologische System 
5 kann aus Enzymen, Zellen, Bakterien, Pilzen oder Al- 
gen bestehen, beispielsweise aus einer in der Lebens- 
mittelindustrie eingesetzten Starterkultur. 
[0017] Als Redoxmediatoren werden vorzugsweise 
Chinon-Hydrochinon-Systeme eingesetzt. Bewahrt ha- 
10 ben sich das 2, 3, 5, 6-Tetramethyl-p-benzochinon (Du- 
rochinon), Juglon, das 2-Hydroxi-1 ,4-naphthochinon, 
das 1,2-Naphthochinon, das 1 ,4-Benzochinon, aber 
auch andere Redoxmediatoren wie das N-Methylphena- 
zoniummethylsulfat (PMS), das Thionin und das Kali- 
is umhexacyano-ferrat III. 

[0018] Zur Bildung des Tragergerustes kann jede gel- 
bildende Substanz eingesetzt werden. Besonders be- 
wahrt haben sich Exopolysaccharid-Gele wie das Se- 
phadex-Gel®. 

20 [0019] Die in der Messzelle verwendeten Elektroden, 
die vorzugsweise auch noch eine Referenzelektrode 
umfassen, konnen aus jedern zur Herstel lung von Elek- 
troden verwendbaren Material bestehen. Ganz beson- 
ders bewahrt haben sich Elektroden aus einem Metall, 

25 aus einem mit Platin beschichteten Titan, aus Tantal, 
aus Graphit oder Glaskohlenstoff. Als Gegenelektrode 
kann die Tlegelwand der Messzelle verwendet werden, 
wahrend die Arbeitselektrode stabformig gestaltet ist. 
Die Elektroden konnen jedoch auch jede andere geo- 

30 metrische Ausgestaltung finden und rechteckig, kreis- 
fdrmig oder halbkreisformig sein. 

Abb.1 zeigt einen Querschnitt durch die erfindungs- 
gemaBe Messzelle. Die Arbeitselektrode 1 ist 

35 dort wahrend der Messung in der Nahe der 

Gegenelektrode 2 eingetaucht. Als Referenz- 
elektrode 3 (Ag/AgCI, 3 mol KCI) wurde eine 
Mikroelektrode [MI-401F/Beckford, NH, USA] 
eingesetzt. Die Messdatenerfassung wurde 

40 mittels eines Potent iostaten [Metrhom Pege- 

stat 12/Filderstadt] durchgefuhrt. 

[0020] Zur Durchtuhrung der Messung kann als Re- 
aktionsgefaB die zylindrisch getormte Gegenelektrode 

o eingesetzt werden . Aber auch jedes andere Gef a(3, zum 
Beispiel ein Becherglas, ist dafur geeignet. In das Re- 
aktionsgefaB werden dann der Redoxmediator, zum 
Beispiel Durochinon, PMS oder ein anderer Mediator, 
Glukose und die gelbildende Substanz, zum Beispiel 

50 Sephadex [SIGMA G-200-1 20] vorgelegt, welche zuvor 
mit einem Morser fein verrieben wurde. Danach wurden 
die Arbeits- und die Referenzelektrode in das Reakti- 
onsgefaB eingetaucht. Das biologische System (zum 
Beispiel eine Hefe : ein Bakterium, ein Enzym oder eine 

55 Zelle), welches zuvor in ubiicher Verdunnung in einer 
flussigen Phase suspendiert wurde, wird dann in das 
ReaktionsgefaB eingebracht und anschlieBend vermes- 
sen. 
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[0021 ] Gemessen und ausgewertet wurden die in der 
erfindungsgemaBen Messzelle festgestellten Strom- 
starken. Dabei wurde die Steigung der jeweiligen 
Stromkurve'ermittelt und gegen die entsprechende Ver- 
dunnungsstufeaufgetragen. Diesich daraus ergebende 
Kurve ist charakteristisch fur den jeweils eingesetzten 
Organismus und kann somit bei Einhaltung der jeweili- 
gen Prozessparameterais Kalibrierungbenutztwerden. 



Abb. 2 



Abb. 3 



zeigt die Auf nahme der Stromkurve einer Kul- 
tur mit bestimmter Verdunnungsstufe. 



dadurch gekennzeichnet, dass in einer mit einer 
Anode, einer Kathode; deren elektrischen Ableitun- 
gen und mit Vorrichtungen zur Messung der Span- 
nung und des Stromflusses ausgerusteten Mes- 
5 szelle das zu untersuchende biologische System 
zusammen mit einem Redoxmediator in einem aus 
einem Gel bestehenden Tragergerust immobilisiert 
ist. 

10 2. Messzelle nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie neben der Anode, und der Ka- 
thode noch eine Referenzelektrode enthalt. 



20 



25 



30 



zeigt eine lineare Ausgleichsgerade des li- 
nearen Bereichs der auf genommenen Strom- 
kurve zur Ermittlung der Steigung. 15 



[0022] Fur die Bestimmung der Zellzaht einer neuen 
Starterkultur des gleichen Stammes ist es notig, eine 
Stromkurve der neuen Kultur aufzunehmen. Mit dem 
Wert der Steigung aus der Stromkurve ist dann in die 
entsprechende Kalibrierkurve zu gehen. Die ermittelte 
Steigung ergibt dann entweder eine Verdunnung, in wel- 
cher man auch die Zellzahl der Probe errechnen kann 
(Abb. 4) oder man fertigt eine Kurve an, bei der die Zell- 
zahl direkt ablesbar ist (Abb. 5). 
[0023] Die Beziehung zwischen Zellzahl und Stei- 
gung wurde nach der Erstellung der Kalibrierkurve mit- 
tels Kolonie-Bildenden-Einheiten (KBE) hergestellt. 
[0024] Die erfindungsgemaBe Messzelle kann nicht 
nur fur Verfahren zur Zellzahlbestimmung von Starter- 
kurven angewendet werden, sondem dient vielmehr in 
alien Bereich, in denen es auf Zellzahlbestimmungen 
und Aktivitatsbestimmungen von biologischen Syste- 
men ankommt. Besonders geeignet ist die Messzelle 
zur Zellzahlbestimmung bei Bakterien, Hefen und ande- 
ren Pilzen, tierischen Zellen und Mycoplasmen. Sie 
kann auBerdem zur Aktivitatsbestimmung von Enzy- 
men und von gesamten Stoffwechselprozessen einge- 
setzt werden. 

[0025] Die besonderen Vorteile der erfindungsgema- 
Ben Messzelle und des in ihr durchgef uhrten Verfahrens 
bestehen darin, dass es in wenigen Sekunden zu einem 
Ergebnis fuhrt und dass auch Mediatoren in Tragersub- 
stanzen immobilisert werden konnen, welche entgegen- 
gesetzte Polaritat zum Losungsmittel aufwelsen. Au- 
Berdem wird durch die Immobilisierung eine verbesser- 
te Verteilung im Reaktionsraum auch ohne den Einsatz 
von Ruhreinrichtungen erreicht, welche sonst zur Ver- 
teilung der Substanzen erforderlich sind. Vorteilhaft ist 
auBerdem, dass keine Spulung mit einem inerten Gas 
wie Stickstoff erforderlich ist, urn den erneuten Sauer- 
stofftransport in die Messlosung zu verhindern. 



3. Messzelle nach den Anspruchen 1 und 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Elektroden aus einem 
Metall, Graphit, Giaskohlenstoff Oder einem ande- 
ren elektrisch leitfahigen Material bestehen. 

4. Messzelle nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass das zu untersuchende bio- 
logische System aus Enzymen, Zellen, Bakterien, 
Pilzen oder Algen besteht. 

5. Messzelle nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie zur Charakterisierung 
lebender Kulturen eingesetzt wird. 
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